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彩 鲫 Ran 基因 全 长 cDNA 的 克隆 及 其 组 织 表达 特异 性 分 析 
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摘要 : 根据 Ran 的 保守 区 序列 设计 简 并 引物 ， 结 合 SMART cDNA 合成 及 RACE-PCR 技术 ， 克 隆 到 彩 鲫 
( Carassius auratus color variety) 的 Ran 基因 的 cDNA 全 长 ， 其 编码 区 全 长 为 648 bp， 编 码 215 个 氨基 酸 。 采 用 
BLAST 程序 在 NCB1 数据 库 中 对 其 进行 同 源 基 因 搜 索 ， 结 果 表 上 明 ， 其 推测 的 编码 氨基酸 序列 与 斑马 鱼 和 双鱼 的 
Ran 基因 编码 的 氮 基 酸 序 列 的 同 源 性 分 别 高 达 98% 和 97%。 还 对 其 编码 区 全 长 序列 进行 了 原核 表达 ， 以 经 纯化 
的 表达 和 蛋白 免疫 家 免 ， 制 备 出 了 具有 较 高 特异 性 的 多 克隆 抗体 。 采 用 Westem blotting 进行 的 组 织 特异 性 分 析 表 
明 ，Ran 蛋白 在 卵巢 、 精 人 巢 和 肾 中 表达 ， 在心、 脑 、 肝 、 脾 和 肌肉 中 不 表达 。 本 工作 为 采用 免疫 耗竭 法 、 免 疫 
共 沉 淀 、 体 外 系统 模拟 等 方法 进一步 研究 鱼 类 Ran 基因 的 生理 功能 及 分 离 鉴 定 其 结合 蛋白 提供 了 良好 基础 。 
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Full Length cDNA Cloning and Tissue Expression 
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Abstract: A full-length cDNA of Ran gene was cloned from color crucian carp (Carassius auratus color variety) by 
using SMART cDNA synthesis and RACE-PCR with a pair of degenerate primers designed according to the conserved re- 
gion sequence of Ran gene. The Ran cDNA was found to be 1 081 bp in length with a 67 bp 5’UTR and a 366 bp 3’ 
UTR. The coding region included 648 nucleotide acids and encoded 215 amino acids. Searching homologous genes by us- 
ing this nucleotide sequence in NCB1 database showed that the deduced amino acids sequence of Ran gene of color crucian 
carp shared high identity with Ran genes of Dano rerio (98% ) and Salmo salar (97%). Moreover, the full-length se- 
quence of its coding region was expressed in E.coli (DE;). To acquire multiclonal antibody, the expressed protein was 
purified and applied to immunize rabbits. Western blotting results indicated that the multiclonal antibody prepared by us 
was highly specific to recognize Ran proteins expressed in E.coli or that from eggs of color crucian carp. In addition, 
analysis on tissue expression specificity indicated that Ran protein was expressed in ovary, testis and kidney, whereas was 
not detected in heart, brain, liver, spleen and muscle. The present studies will facilitate our future studies on the physi- 
ological functions of Ran gene, the isolation and identification of its binding proteins in fish by using immunodepletion, 
coimmunoprecipitation ，and simulative systems in vitro . 
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Ran (Ras-like nuciear GTPase 或 Ras related nu- ”定位 于 细胞 核 。 在 细胞 的 增殖 中 Ran 具有 许多 重 
clear protein) 是 一 种 小 的 GTP 结合 蛋白 ,是 Ras 超 家 ”要 的 作用 :调控 细胞 周期 的 进程 ,维持 核 被 膜 的 结构 
族 的 重要 成 员 。 它 在 真 核 细胞 中 广泛 表达 ,但 主要 ”并 使 其 行使 正常 的 生理 功能 ,参与 蛋白 质 和 RNA 经 
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由 核 孔 复合 物 的 跨 膜 运输 ,此 外 还 与 有 丝 分 裂 纺 锤 
体 的 组 装 密切 相关 (Sazer 有 Dasso,2000)。 近 年 来 ， 
在 人 (Drivas et al ,1990) . 鼠 (Coutavas et al, 1994) 、 鸡 
(Trueb & Trueb ,1992)、 爪 蟾 (Onuma et al,2000)、 采 
蝇 (Koizumi et al,2001) 酵母 (Belhumeur et al ,1993 ) 
和 植物 (Haizel et al， 1997) 中 ,都 分 离 到 了 Ran 基因 
家 族 的 成 员 , 而且 所 有 成 员 都 具有 高 度 的 保守 性 。 
这 从 另 一 个 侧面 表明 Ran 是 一 个 具有 重要 功能 的 
发 育 相关 基因 。 正 因为 如 此 ,人 们 对 其 生理 功能 
(Ren et al , 1993; Mahajan et al, 1997; Ribbeck et al， 
1998) 作用 方式 (Yaseen & Blobel, 1999) 和 表达 模式 
(Onuma et al, 2000; Koizumi et al, 2001; L6pez-Casas 
et al,2002) 进 行 了 广泛 的 研究 。 在 这 些 研究 中 ,很 
多 有 关 Ron 功能 的 结论 都 来 自 以 非洲 爪 桨 的 卵 母 
细胞 提取 液 为 基础 所 建立 的 无 细胞 体系 的 研究 。 然 
而 ,这 些 结论 是 否 普遍 适用 于 其 他 体系 ,还 有 待 于 进 
一 步 验证 。 

鱼 类 是 疹 椎 动物 中 具有 巨大 多 样 性 的 类 群 ， 因 
其 具有 许多 适合 用 于 实验 研究 的 特点 ， 因 而 成 为 研 
究 细 胞 和 发 育 生 物 学 的 模式 动物 类 群 (Zhu & Sun， 
2000)。 我 们 已 经 以 鱼 类 为 材料 ， 从 遗传 (Gui et 
al，1990，199{，1993; Zhou et al，2000，2001a， 
b; Liu et al，2002; Zhou & Gui，2002)、 细 胞 和 发 
育 生物 学 (Wen et al，2001; Xie et al，2001; Shi 
et 引 ，2002) 的 角度 进行 了 较为 广泛 的 研究 并 取得 
了 一 些 进展 。 但 是 ， 迄 今 为 止 ， 在 鱼 类 中 仅 在 斑马 
鱼 和 人 链 鱼 中 克隆 出 Ran 的 cDNA 全 长 ， 尚 未 见 有 关 
Ran 基因 功能 方面 的 研究 报道 。 先 前 ， 我 们 以 鱼 类 
成 熟 卵 母 细胞 提取 液 为 基础 建立 了 较为 理想 的 无 细 
胞 体系 ， 在 这 一 体系 中 ， 脱 障 精 核 可 以 疏松 、 解 凝 
并 进而 形成 雄性 原核 〈 未 发 表 数 据 )。 现 在 ， 我 们 
克隆 到 了 彩 鲫 Ran 基因 的 全 长 cDNA， 并 对 其 编码 
区 进行 了 原核 表达 ， 然 后 以 经 初步 纯化 的 表达 蛋白 
为 抗原 免疫 家 免 ， 制 备 出 特异 性 的 多 克隆 抗体 。 这 
就 为 在 上 述 鱼 类 无 细胞 体系 中 验证 和 进一步 研究 
Ran 的 生理 功能 及 其 对 受精 后 精 核 的 早期 发 育 过 程 
的 影响 奠定 了 良好 的 基础 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 材料 

实验 用 彩 鲫 ( Carassius auratus color variety) 取 
自 中 国 科学 院 水 生生 物 研究 所 关 桥 试验 基地 。 按 
Wu (1999) 报道 的 方法 对 成 熟 二 龄 鱼 进 行人 工 催 


产 ， 获 得 的 成 熟 卵 用 于 RNA 的 提取 及 卵 质 提 取 液 
的 制备 。 各 种 组 织 的 材料 均 取 自 一 龄 鱼 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 mRNA 的 纯化 

总 RNA 用 三 氟 乙 酸 钢 盐 (CsTFA) 密度 梯度 超 
速 离心 提取 ， 用 生物 素 标记 的 窃 聚 dT) 探 针 和 链 
亲 合 素 包 器 的 磁 珠 纯化 mRNA ， 步 又 详 见 RNA Ex- 
traction Kit (Pharmacia) 和 PolyATract mRNA Isola- 
tion System (Promega) 操作 手册 。 
1.3 SMARTcDNA 合成 

用 Clontech SMART PCR Synthesis Kit 合成 彩 鲫 
成 熟 卵 母 细胞 SMART cDNA 。 有 具体 操作 按说 明 书 进 
行 。 
1.4 Ran 基因 cDNA 片段 的 扩 增 

根据 Ron 的 保守 序列 设计 正 、 反 向 简 并 引物 
[ 正 向 简 并 引物 为 5'-AA (TC)TT(TC)GA(AG)AA 
(AG)CCCTT(TC)CTG-3’, 反 向 简 并 引物 为 5-AAG 
(AG)TC(AG)TC(AG)TC(TC)TC(AG)TCAGCGC-3’]; 
以 彩 鲫 成 熟 卵 母 细胞 SMART cDNA 为 模板 , 扩 增 
Ran 基因 的 cpDNA 片段 ,DNA 片段 扩 增 琼脂 糖 凝 胶 
分 析 、DNA 片段 回收 .DNA 片段 连接 、 质 粒 转化 等 按 
常规 方法 进行 并 测序 。 
1.5 RACE-PCR 克隆 Ran 基因 的 全 长 cDNA 

根据 克隆 的 cDNA 片断 的 核 苷 酸 序列 ， 设 计 上 
游 和 和 下游 引物 。 用 下 游 引 物 (5’-GGTCGT- 
CATCTTCATCTGGG-3”) 和 SMART S' 锚 定 引物 
(5'- AACGCAGAGTACGCGGG-3) 扩 增 基因 的 $， 
端 ， 用 上 游 引物 (5’-CCTTCCTGTGGCTCGCAC-3’) 
和 SMART 3’ 销 定 引物 (5’-CAGAGTACT16-3’) 扩 增 
基因 的 3 端 。 扩 增产 物 经 克隆 、 测 序 后 ， 拼 接 基 
因 的 5 端 和 3’ 端 序 列 ， 获 得 全 长 cDNA 序列 。 
1.6 Ran 编码 区 的 原核 表达 及 表达 蛋白 的 纯化 

根据 已 克隆 的 Ran 基因 序列 和 表达 载体 
PGEX-KG 的 酶 切 位 点 ， 设 计 引 物 〈 正 向 引物 为 5- 
CAGAATTCATATCGCAGAAAACGAGCCGCAA-3，， 
反 向 引物 为 5-ACATCTAAGCTTTTACAGGCTCCTCA- 
TCTTCATCTGG-3’) ,引物 中 含有 Ekco RI 和 Hin d 焉 
酶 切 位 点 、 起 始 密码 ATC 和 终止 密码 TAA。DNA 
片段 扩 增 、 质 粒 提 取 、 限 制 性 内 切 酶 反应 、 琼 脂 糖 
凝 胶 分 析 、DNA 片段 回收 、DNA 片段 连接 、 质 粒 
转化 等 按 常规 方法 进行 并 测序 ， 明 确 序 列 无 误 后 ， 
转化 大 肠 杆菌 BL21 (DE3) pLysS$， 用 1 mmolvL 的 
IPTG 诱导 表达 ， 表 达 产 物 经 变性 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 
电泳 〈SDS-PAGE ) 分 离 ， 所 需 条 带 切 胶 回 收 ， 
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SDS-PAGE 电泳 检验 其 纯度 ， 纯 化 的 蛋白 用 于 制备 
多 克隆 抗体 。 
1.7 多 克隆 抗体 的 制备 、Western blotting 检验 抗 
体 的 特异 性 及 组 织 表 达 特 异性 分 析 
纯化 的 蛋白 免疫 家 免 4 次 ,第 一 次 用 量 800 pg， 
以 后 每 次 用 量 为 300 ug, 按 Xie et al(2001) 所 述 制 备 
多 克隆 抗体 。 取 彩 鲫 成 熟 卵 母 细 胞 按 Gui(1998 ) 的 
方法 制备 卵 母 细胞 辣 期 提取 液 。 分 别 取 适 量 的 经 
IPTG 诱导 表达 Ran 基因 编码 区 的 大 肠 杆菌 DE; 菌 
液 . 彩 鲫 孵 母 细胞 间 期 提取 液 . 不 同 组 织 匀 浆液 ,加 
人 适量 的 SDS 样品 buffer 后 在 沸水 中 者 5 ~ 10 min， 
离心 后 取 上 清 进行 SDS-PAGE 电泳 , 电 转移 到 硝酸 
纤维 素 膜 上 , 丽 春 红 染 色 , 标 记 Marker 位 置 后 ,10% 
脱脂 奶粉 封闭 。 一 抗 用 制备 的 多 克隆 抗体 ,稀释 度 
为 1:800; 二 抗 用 碱 性 磷酸 酶 偶 联 的 羊 抗 兔 IgG 抗 
体 , 稀 释 度 为 1:2 500。BCIPANBT 显 色 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 Ran 基因 全 长 cDNA 的 克隆 

采用 RACE-PCR 方法 ， 用 简 并 引物 扩 增 得 到 1 
个 cDNA 片段 ; 依据 其 核 昔 酸 序列 分 别 设 计 上 、 下 
游 引 物 。 以 彩 鲫 成 熟 卵 母 细胞 的 SMART cDNA 为 
模板 ， 用 下 游 引 物 和 SMART $: 锚 定 引物 扩 增 基因 
的 $ 端 ， 得 到 750 bp 左右 的 扩 增产 物 ; 用 上 游 引 
物 和 SMART 3’ 锚 定 引物 扩 增 基因 的 3' 端 ， 得 到 约 
550 bp 的 扩 增 产物 (图 1)。 扩 增产 物 经 克隆 后 测 
序 ， 所 得 5’ 端 和 3’ 端的 序列 经 拼接 后 即 为 cDNA 
全 长 序列 。 
2.2 Ran 的 cDNA 全 长 序列 及 其 序列 比 对 分 析 


表 1 由 彩 鲫 Ran cDNA 推断 的 氨基 酸 序列 与 其 他 物种 同 源 基 因 的 同 源 性 比较 
Table 1 Comparison of the amino acid homology among the deduced amino acid sequences of Ran gene 
CDNA from color crucian carp and homologous genes from other species 


所 克隆 的 cDNA 全 长 序列 及 由 此 推断 的 氨基 酸 
序列 见 图 2。 该 基因 的 cDNA 全 长 为 1081 bp， 其 中 
编码 区 为 648 bp， 编 码 含 有 215 个 氨基 酸 的 蛋白 ; 
另外 ，5? 端 非 编 码 区 长 67 bp， 而 3: 端 非 编 码 区 长 
366 bp， 并 县 有 着 椎 动物 典型 的 加 尾 信 号 
AATAAA， 含 有 25 bp 的 polyA 尾巴 。 采 用 NCBI 网 
站 的 BLAST 程序 对 该 基因 进行 同 源 性 搜索 ， 由 表 1 
的 结果 可 见 ， 该 基因 与 斑马 鱼 和 人 甸 色 的 同 源 基 因 的 
氨基 酸 序列 同 源 性 分 别 高 达 98% 和 97%。 

2.3 ”Ran 编码 区 的 表达 、 抗 体制 备 及 其 特异 性 检 
测 

设计 了 一 对 表达 引物 ， 在 大 肠 杆菌 中 表达 了 彩 

鲫 中 的 Ron 基因 编码 区 全 长 序列 .表达 的 融合 蛋 


(kb) (Kb) 
2— 2 一 
1 一 1 一 
0.75 一 0.75 一 
0.5 一 0.5 一 
0.25 一 0.25 一 
0.1 一 - 0.1 一 
A 





图 ] RACE-PCR 扩 增 的 彩 鲫 Ron 的 5 端 (A) 和 
3 端 〈B) 

Fig.1 Race-PCR amplification of 5’ end (A) and 3， 

end (B) of Ran gene from color crucian carp 








物种 同 源 基因 基因 登录 号 氨基 酸 同 源 性 
Species Homologous gene Accession number Amino acid homology (% ) 
斑马 鱼 Dano rerio ran AAB97093.1 98 
外 鱼 Salmo salar ran CAA10039.1 97 
人 Homo sapiens ran AAC99400.1 94 
挪威 鼠 Rattus norvegicus ran AAM33416.1 89 
爪 蛤 Xenopus laevis ran BAA89696.1 93 
果 蝇 Drosophila melanogaster ran AAF30287.1 84 
酵母 Saccharomyces cerevisiae GTP-binding protein AAA34653.1 79 
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1 GGCAGCCATTTGCTCTCTTCCTCGATCGCTTCAGCACCGACTGACTGCAGCACAAAGACCA 
62 ACAGCGATGGCAGAAAACGAGCCGCAAGTTCAGTTCAAGTTGGTTCTGGTAGGAGATGGA 
M A ENE PQVYVYQF Ek LV LY GD 6G 

122 GGTACAGGGAAAACCACCTTCGTGAAGAGACACTTGACTGGGGAGTTCGAAAAGAAATAT 
G TG KTT FV EK RHL TG EF E Kk KY 

182 GTTGCCACGCTTGGAGTTGAGGTACATCCCCTGGTCTTCCACACTAACAGAGGACCCATC 
Vv AT LGYVY EV HP LYV F HT N RG PI 

242 AAATATAATGTATGGGACACAGCCGGACAAGAGAAGTTCGGAGGCCTGAGAGATGGATAT 
K Y NV WD TT AGQE KK FF GG LL RDG YY 

302 TATATCCAGGCTCAGTGTGCGATCATCATGTTTGACGTAACTTCTCGAGTGACCTATAAA 
Y IQ AQCA I IMF DY TS RV TY Kk 

362 AATGTGCCCAACTGGCATCGTGACTTGGTGCGTGTGTGCGAGAACATTCCCATCGTGCTG 
NV PNVWH ROD LY RVC EN I P I 'YVYL 

422 TGCGGCAACAAAGTGGACATCAAAGACAGGAAGGTCAAAGCAAAGAGCATCGTGTTCCAT 
CG NK YD I KD RK YV Kk A Kk S I Vy FH 

482 CGTAAGAAGAATCTACAGTACTATGACATCTCTGCCAAGAGTAATTATAACTTTGAGAAG 
R K kKk NL QY YD I S A Ek SNY NF E Kk 

542 CCCTTCCTGTGOGCTCGCACGGAAGCTGATTGGCGATCCTAACCTGGAGTTCGTTGAGATG 
PF LWYL A RE L IG DPNTL E FV EM 

602 TCTGCCCTCGCACCACCTGAGATTGCTATGGATCCATCACTTGCTGCACAGTATGAGCAC 
S AL A PP E I AMD PS LA AQY EH 

662 GATTTGAAAGTGGCATCAGAAACAGCTCTCCCAGATGAAGATGACGACCTTTAACCTGTT 

D L kV AS ET AL PDE DDDL x* 

722 AGTCTCTGACCTCCTTATGGCAATGTCACTGGGATTTCCCGGTGACGGTTCCTCCCCCTG 
782 CCCCTTTTACTGTAAACCCCCAGCGCAGAATATTTTTATTTTTCAATTTTTGGTTTGTTT 

842 TTTTTGTGTTTTGAATTTGAGTCAACTGTGTGGTTCATTTCATTGTAGACATGCTAACTG 

902 TTACCACCAGACACACATGTGCAGACATGCCTACGCTGACACTCACTCACTCAAAGGTGT 
962 GAGAGCAGGTTGAGTGTCCCAGTGCTTACTTCTCAATGTAAGGCTCTAAGCACTTGGAGG 

1022 AATTCTTGGAATAAAAACATTCTCAATATACCAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 


图 2 彩 鲫 Ran 基因 的 cDNA 全 长 序列 及 由 此 推测 的 氨基 酸 序列 
Fig.2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of Ran gene from color crucian carp 
下 划 线 示 起 始 密 码 ATG， 星 号 为 终止 密码 TAA， 黑 体 为 加 尾 信号 AATAA。 该 序列 已 输入 GenBank ， 基 因 登 录 号 
为 AY248751。 
The initial codon ATG ，stop codon TAA, and the polyadenylation signal AATAAA were indicated with underline , aster- 
isk , and bold, respectively. The sequence has been submitted to GenBank, and the accession number js AY248751. 


白 的 分 子 量 约 为 50 kDa,， 采用 SDS-PAGE 分 离 纯 ”很 高 的 特异 性 ， 是 Ran 基因 编码 蛋白 的 良好 抗体 。 

化 ， 经 检验 达到 电泳 纯 (图 3a)， 可 作为 抗原 制备 ”2.4 组 织 特 异性 表达 分 析 

多 克隆 抗体 。 以 表达 的 蛋白 作为 抗原 免疫 家 免 4 Ran 基因 的 组 织 特异 性 表达 的 Western blotting 
次 ， 得 到 了 效 价 较 高 的 多 克隆 抗体 。Western blot- ”分 析 结 果 表 明 (图 4)， 所 制备 的 多 克隆 抗体 在 卵 
ting 结果 如 图 3b 所 示 ， 所 制备 的 多 克隆 抗体 在 诱导 沫 、 精 集 和 肾 的 组 织 提取 液 中 都 能 检测 到 1 条 位 于 
表达 了 Ran 基因 的 大 肠 杆菌 菌 体 中 检测 到 1 条 位 于 ”24 kDa 处 的 杂交 带 ， 即 Ran 蛋白 有 表达 ; 在 心 、 
50 kDa 处 的 杂交 带 〈 所 融合 的 GST 蛋白 分 子 量 为 ” 脑 、 肝 、 脾 、 肌 肉 中 未 检测 到 相应 的 杂交 带 ， 即 无 
26 kDa)， 在 彩 鲫 成 熟 卵 母 细 胞 提取 液 中 检测 到 唯 ”表达 。 

一 的 1 条 位 于 24 kDa 处 的 杂交 带 ， 表 明 该 抗体 具有 
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图 3 彩 鲫 .Ran 基因 在 大 肠 杆菌 中 的 表达 
Fig.3 Expression of Ran gene from color crucian carp in E.coli (DE;) 
a. SDS-PAGE 考 马 斯 亮 蓝 G-250 染色 。Mr: 标准 蛋白 分 子 量 ; 1: DE 空 菌 对 照 ! 2: 未 用 IPTG 诱导 的 
对 照 ; 3: IPTG 诱导 4h 的 表达 谱 ; 4; 纯化 的 Ran 融合 蛋白 。 
b. Western blotting 检验 抗体 的 特异 性 。1: 经 转化 并 用 IPTG 诱导 4h 的 DE 菌 ; 2: 彩 鲫 的 卵 质 提取 液 。 


a. SDS-PAGE and staining with Comamassie brilliant blue G-250. Mr: Standard protein marker; 1: Blank 
control of DEs; 2: Control without induction of IPTG; 3: Expression pattermn after 4 h induction with IPTG; 4: 


Purified Ran protein. 


b. Specificity of the antibody tested by Western blotting. 1: Transformed DE after 4 h induction with IPTG; 2: 


Egg extract of color crucian carp. 
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图 4 彩 钙 Ran 蛋白 组 织 表 达 特 异性 的 Western 
blotting 分 析 
Fig.4 Western blotting analysis for tissue expression 
specificity of the Ran protein from color crucian 
carp 
Mr: 标准 蛋白 分 子 量 ; 1: 卵 梨 ; 2: 精 梨 ; 3: 心 ; 4: 脑 ; 5: 
肾 ; 6: 肝 ; 7: 脾 ; 8: 肌肉 。 
Mr: Standard protein marker; 1: Ovary; 2: Spermary; 3: 
Heart; 4: Brain; 5: Kidney; 6: Liver; 7: Spleen; 8: Mus- 


cle. 


3 讨论 

就 所 有 真 核 细胞 的 生命 活动 过 程 而 言 ， 细 胞 周 
期 进程 的 调控 、 核 被 膜 的 结构 及 生理 功能 的 维系 、 
核 质 转运 、 有 丝 分 裂 纺锤 体 的 形成 和 组 装 都 是 十 分 
重要 的 环节 ， 而 且 它 们 历来 也 是 发 育 生 物 学 家 研究 
的 热点 问题 。 作 为 Ras 家 族 的 成 员 之 一 ， 人 们 首先 
发 现 Ran 在 核 质 转运 中 充当 了 重要 的 调控 者 角色 








(Moore & Blobel，1993)。 而 近年 的 研究 又 表明 ， 
Ran 在 上 述 的 所 有 生命 活动 过 程 中 都 起 着 重要 的 
生理 作用 (Sazer & Dasso，2000; L6pez-Casas et 
al，2002)。 这 些 发 现 引起 了 发 育 生 物 学 家 和 细胞 
生物 学 家 的 高 度 关注 ， 并 激发 起 他 们 对 Ran 基因 
功能 进一步 研究 的 极 大 热情 。 毋 良 置 疑 ， 对 Ran 
基因 的 功能 及 作用 机 理 的 进一步 研究 必 将 推动 由 在 
揭示 上 述 生 命 活 动 过 程 的 精确 机 理 的 研究 。 像 Ras 
家 族 的 其 他 成 员 一 样 ，Ran 需要 与 细胞 内 的 不 同 蛋 
白质 和 核 背 结合 才能 行使 其 生理 功能 (Yoshiaki & 
Mary，2000)。 例 如 ， 一 种 叫 NTF2 (nuclear trans- 
port factor) 的 Ran-GDP 结合 蛋白 ， 就 参与 维持 核 
内 外 较 高 的 GTP 浓度 差 (Ribbeck et al，1998)。 此 
外 ，RCC1、RanBP1、RanBP2、importin-B 等 也 是 
Ran 履行 其 生理 功能 所 必需 的 主要 结合 蛋白 
(Yoshiaki & Mary，2000)。 因 此 ， 分 离 并 鉴定 Ran 
的 结合 蛋白 是 揭示 和 阐明 Ran 的 生理 功能 及 作用 
机 理 的 重要 途径 。 目 前 对 Ran 基因 的 研究 主要 集 
中 于 揭示 Ran 的 新 功能 ， 探 索 Ran 的 生理 功能 的 
分 子 机 理 ， 以 及 研究 上 述 Ran 结合 蛋白 的 生理 作 
用 及 它们 彼此 之 间 的 相互 作用 等 几 个 方面 。 所 采用 
的 方法 主要 有 显 微 注射 反 义 RNA 干扰 基因 的 表达 、 
人 免疫 耗竭 去 除 和 蛋白 、 免 疫 共 沉淀 、 发 育 时 序 及 组 织 
特异 性 研究 、 体 外 系统 模拟 等 方法 (Yoshiaki & 
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Mary ，2000) 。 

尽管 鱼 类 是 研究 发 育 生物 学 的 良好 的 模式 动物 
类 群 ， 但 在 鱼 类 中 ， 仅 见 在 斑马 鱼 和 链 鱼 中 Ran 
的 cDNA 全 长 克隆 的 报道 ， 因 此 对 鱼 类 中 Ran 基 
因 的 功能 进行 研究 十 分 必要 。 本 文 根 据 Ran 的 保 
守 区 设计 简 并 引物 ， 以 彩 鲫 的 SMART cDNA 为 模 
板 , 采用 RACE-PCR 法 ， 克 隆 到 大 小 为 1 081 bp 的 
1 个 cDNA 全 长 (图 1, 图 2)， 并 采用 NCBI 的 
BLAST 程序 进行 了 同 源 基 因 的 搜索 及 同 源 性 比 对 。 
结果 表明 ， 根 据 本 文 克隆 的 cpDNA 全 长 推测 的 编码 
氨基 酸 序 列 与 斑马 鱼 的 Ron 基因 编码 的 氨基 酸 序 
列 具有 高 达 98% 的 同 源 性 ， 与 能 鱼 的 Ron 基因 编 
码 的 氨基 酸 序列 也 具有 高 达 97% 的 同 源 性 ( 表 1)。 
据 此 ， 我 们 认为 本 文 克隆 的 cDNA 全 长 就 是 彩 鲫 的 
Ran 基因 的 cDNA 全 长 。 在 此 基础 上 ， 我 们 对 彩 鲫 
的 Ran 基因 编码 区 全 长 序列 进行 了 原核 表达 (图 
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“蛇毒 蛋白 酶 结构 与 功能 及 其 对 血液 凝固 系统 的 作用 ” 
获 2002 年 云南 省 科学 技术 奖 (自然 科学 类 ) 一 等 奖 
由 中 国 科学 院 昆明 动物 研究 所 张 云 研 究 员 等 开展 的 “蛇毒 蛋白 酶 结构 与 功能 及 其 对 血液 凝固 系统 的 作 
用 ”的 研究 项 目 获 云南 省 2002 年 科学 技术 奖 (自然 科学 类 ) 一 等 奖 。 
首先 ， 该 项 目 系统 全 面 地 研究 了 中 国 常 见 蛇 类 蛇毒 对 哺乳 动物 血液 凝固 系统 的 作用 。 其 次 ， 发 现 并 克 


隆 了 竹叶青 蛇毒 专 一 纤 浴 酶 原 激活 剂 (TSV-PA)， 利 用 TSV-PA 的 定点 突 2 


变 结 果 和 三 维 空间 结构 ， 确 定 了 
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Asp97 残 基 在 人 t-PA 和 u-PA 中 的 关键 作用 ; 研究 了 眼镜 蛇 科 蛇毒 第 X 因子 激活 剂 ， 以 及 量 蛇 蛇毒 凝血 酶 
原 激 活 剂 ; 还 完成 了 高 比 活 竹 叶 青 蛇 毒 凝血 酶 样 酶 Stejnobin 和 3 个 纤维 蛋白 原 溶 酶 Stejnefibrase 1、2、3 
的 分 离 纯化 、 酶 学 性 质 、 底 物 专 一 性 及 其 与 TSV-PA 的 免疫 交叉 反应 研究 ， 证 明 它们 是 与 同 种 蛇毒 来 源 的 
TSV-PA 结构 高 度 相似 ,但 功能 却 不 相同 的 专 一 蛋白 酶 族 。 最 后 ， 综 合 国 内 外 最 新 进展 ， 从 蛋白 酶 底 物 专 
一 性 、 免 疫 化 学 和 分 子 生物 学 (序列 及 空间 结构 模拟 ) 方面 ， 对 蛇毒 蛋白 酶 生物 多 样 性 进行 了 比较 和 探 
讨 ， 在 结构 与 功能 关系 上 ， 澄清 了 目前 在 这 类 和 蛋白酶 研究 中 存在 的 混乱 。 

该 项 目 先后 在 J . Biol. Chem.,，Thrombosis & Hemostasis, Fibrinolysis ，Toxicon 等 SCI 源 期 刊 上 发 表 
论文 12 篇 (SCI 源 期 刊 引用 100 次 以 上 )， 在 国内 核心 期 刊 上 发 表 论文 8 篇 ; 获 法 国 专利 一 项 。 这 项 工作 
所 取得 的 进展 在 理论 上 对 于 揭示 生物 大 分 子 相 互 作 用 的 研究 具有 重要 意义 ; 在 实际 应 用 中 ， 也 为 研制 第 三 
代 血 栓 洲 解 药物 和 新 的 临床 诊断 试剂 提供 了 基础 知识 。 
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